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Abstract of DEI 9941 756 

Using oligomeric conjugates (I) of nucleic 
acids and proteins, as immunoassay reagents, 
is new. Independent claims are also included 
for the following: (1 ) a competitive 
immunoassay in which the detection molecule, 
which is coupled to a binding molecule, is 
incubated with (I) and immuno-PCR 
(polymerase chain reaction); (2) use of (I) for 
detecting nucleic acids; (3) use of (I) as 
amplifying reagents in assays based on optical 
or gravimetric methods; (4) use of (I) as 
labeling reagents in electron microscopy and 
other imaging techniques, e.g. as contrast 
agents or radiodiagnostic agents for medical 
use; and (5) use of (I) as therapeutic agents, 
e.g. radiotherapeutic agents or cytostatics. 
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(g) Verfahren zur Verwendung von oligomeren Nucleinsaure-Protein-Konjugaten als Reagenzien fur 
immunologische Nachweisverfahren insbesondere die Immuno-PCR 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von 

oligomeren Nucleinsaure-Protein-Komplexen als Rea- 
genzien fur immunotogische Nachweisverfahren, insbe> 

sondere die Immuno-PCR. Olrgomere Nucleinsaure-Pro- 

tein-Konjugate sind eine Gruppe von neuen oligomeren 

chemischen Strukturen, die hier der Einfachheit halber 

am Beispiel oligomerer DNA-Streptavid In-Aggregate dar- 

gestellt werden (siehe Zelchnung). Durch Umsetzung von 

mitzumindest zwei Bindemolekulen (z. B. Biotin) markier- 

ten DNA-Fragmenten (1) und fur das Bindemolekul spezi- 

fischen Proteinen (z. B. Streptavidin 2) entstehen oligo- 

mere Molekulaggregate. Sie enthalten in ihren Randbe- 

reichen freie Bindungsstellen (3), die sich zur Ankopplung 

von weiteren Bindemolekul-derivatisierten Modutator- 

molekulen, wie z. B. Antikdrpern (4), eignen. Die hier- 

durch zuganglichen oligomeren Molekulkomplexe eignen 
^ sich in vielfaltiger Form fiir don Antlgen-Nachweis, insbe- 
^ sondere sind sie bei der Immuno-PCR mit grofXem Vorteil 

einsetzbar. Die oligomeren Molekulkomplexe eignen sich 
© ais Hilfsmittel zur Signalverstarkung bei blochemisch- 

anaiytischen Verfahren zum Nachweis von Antigen, aber 
^ auch als definierte molekulare Marker sowie zur hochse- 
^ lektiven VergroBerung molekularer Massen Im Rahmen 
^ optischer, bildgebender oder schwingungsabhanglger 
^ Methoden. Aullerdem kann eine Funktionalisierung der 
0^ oligomeren Molekulkomplexe durch Umsetzung mit wei- 
^ teren spezifisch-bindenden Molekulen, wie z. B. DNA-se- 

lektiven Diaminoplatinkomplexen (5), erfolgen, ... 
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Beschreibung 

Aufgabenstellung 

Verfahren zur Verkniipfung spczifischer Primarantikorper 5 
und Marker-DNA, um immunologische Nachweis verfah- 
ren, insbesondere die Immuno-PCR, als einfache "Eintopf- 
Reaktion" durchfUhren zu kdnnen. 

Stand derTbcbnik lO 

Proteine und andere Antigene werden in zahlreichen Ver- 
fahren der biomedizinischen, insbesondere der virologi- 
schen Routinediagnoslik sowie in weiten Bereichen der bio- 
logischen Forschung mil Hilfe inununologischer Methoden 15 
nachgewiesen. Durch die ubliche Kopplung spezifischer 
Antikorper an nachgeschaltete biochemische Verstarker-Re- 
aktionen werden mil kommeraiellen Syslemen typischer- 
weise Sensilivitaten bis in den Attomol-Beneich (1 amol = 1 
X 10"^^ Mol) hinein erreicht. Durch den Einsatz der Polyme- 20 
rase-Keltenreaklion (PCR) als Veretarker-Reaktion konnen 
Proteine neueidings mil einer Nachweisgrenze von bis zu 6 
X 10"^ Mol erfaBt werden [T. Sano, C. L. Smith, C. R. Can- 
tor, Science 1992, 258, 120]. Bei dieser sogenannten Im- 
muno-PCR wurde Rinderserum-Albumin (BSA) als Anti- 25 
gen-Modelsubslanz in Mikrotiterplatten immobilisiert, mil 
spezifischen Antikorpem markiert und in einem nachfolgen- 
den Inkubationsschritt durch Verwendung eines rekombi- 
nanlen Proteinchimaren aus Protein A und Streptavidin mil 
einem biotinylierten DNA-Fragment verknupft. Der an- 30 
schlieBende PCR-Nachweis des immobilisierten DNA-Mar- 
kers erlaubte die erwahnte Steigerung der Empfindlichkeil 
um das etwa 1 0.000- fache. Dieses Verfahren war zunachst 
schwer reproduzierbar, wird aber inzwischen nach einigen 
Modifikationen mit groBem Erfolg eingesetzt [CM. Nie- 35 
meyer, D. Blohm, Nachr. Chem. Techn. Lab. 1996, 44, 481]. 
Beispielsweise stellten Zhou et al. 1993 den signalerzeugen- 
den Komplex in der Immuno-PCR durch sequentielle Inku- 
bation aus den Einzelkomponenten her, indem an den anti- 
genspezifischen Primarantikorper zunachst ein biotinylierter 40 
Sekundarantikorper, dann Streptavidin und. erst anschlie- 
Bend daran die biotinylierte Marker-DNA gebunden wurde 
[H. Zhou, R. J. Fisher, T. S. Papas, Nucleic Acids Res. 1993, 
21, 6038]. Auf diese Weise kann die InuTiuno-P*CR zwar 
mittels kommerziell erhaltlichen Reagenzien durchgefiihrt 45 
werden, jedoch wird ihre Empfindlichkeil aufgrund der vie- 
len Kopplungsschritte wesentlich verschlechtert und ihre 
praktische Durchfuhrung sehr erschwert. In jiingster Zeit 
wurde gezeigt, daB zum Erreichen maximaler Sensitivitat 
die Primarantikorper in moglichst wenig Reaktionsschritten 50 
mit der Marker-DNA verknupft werden soUten [C. M. Nie- 
meyer, M. Adler, D. Blohm, Anal. Biochem. 1997, 246, 
140]. Beispielsweise kann dies durch die direkte kovalente 
Verkniipfung des Antikorpers mit der Marker-DNA erreicht 
werden [E. R. Hendrickson, T. M, Hatfield, T. M. Truby, 55 
R. D. Joerger, W. R. Majarian, R. C. Ebersole, Nucleic 
Acids Res. 1995, 23, 522]. Nachleilig an letzterem Verfah- 
ren ist allerdings, daB die Herstellung solcher IgG-DNA-Di- 
rektkonjugate mit sehr hohem Koslen- und groBem Zeitauf- 
wand verbunden ist, weil einmal hergestellte Konjugate in 60 
Bezug auf Antigenspezifitat und DNA-Sequenz festgelegt 
sind und jede Anwendung somit die spezielle Synthese eige- 
ner Direktkonjugate erfordert. Slattdessen wird eine Me- 
thode benotigt, die es erlaubt, spezifische Primarantikorper 
rasch und in praparativ-einfacher Weise rait einem DNA- 65 
Marker-Fragment zu verkntipfen. 
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Losung 

Dieses Problem wird durch das in Paientanspruch 1 ge- 
nannle Verfahren gelost, in dem oligomere Molekiilkom- 
plexe als Reagenzien zur Markierung beliebigcr spezifischer 
Primarantikorper verwendet werden. 

Grundlage der vorliegenden Erfindung ist die iibena- 
schende Beobachtung, daB die Herstellung der erfindungs- 
gemaBen oligomeren DNA-Protein-Konjugate hochgradig 
reproduzierbar verlauft, wenn diese unter geeigneten Reak- 
tionsbedingungen durch Selbstoiganisation aus Bindemole- 
kiil-modifizierten Nucleinsauren (z. B. Biotin-derivatisierter 
DNA) und fUr das Bindemolekul spezifische Proteine (z. B. 
Streptavidin) hergesteUl werden. Die Voraussetzung hierfur 
ist, daB die NucleinsSuren zumindest an jeweils beiden En- 
den mit Bindemolekulen derivatisiert sind, und daB die Pro- 
teine zumindest zwei Bindungsstellen fur das Bindemolekul 
besitzen. Durch geeignete Reaklionsbedingungen laBl sich 
erreichen, daB die durch Selbstoiganisation gebildeten 
DNA-Protein-Komplexe end- oder mittelstandige freie Bin- 
dungsstellen aufweisen, an die weitere funklionelle, Binde- 
molekiil-modifizierle Modulatormolekule (z. B. Antikorper, 
Rezeptoren, Haplene, Chromophore, Metal Ikolloide etc.) 
gebunden werden konnen. Hierdurch werden weitere Funk- 
tionseinheilen an die einmal gebildeten DNA-Protein-Kom- 
plexe angekoppelt, um z. B. eine spezifische Bindung an 
Zielstrukturen zu erreichen. Auch konnen weitere Bindemo- 
lekiil-modifizierte DNA- oder RNA-Einzelsirange mil kom- 
plett oder partieU homologer oder auch vollstandig nicht- 
komplementarer Sequenz in die Reaktion eingefuhrt wer- 
den, um oligomere DNA-Protein-Konjugate mit speziellen 
Eigenschaften zu erzeugen. 

Die erfindungsgemaBen DNA-Protein-Konjugate besit- 
zen aufgrund ihrer oligomeren Natur einen Verstarker-Ef- 
fekt, der speziell fur Sekundar-Reagenzien vorteilhaft ist, 
weil cr die anschlieBenden Signalkaskaden und damit die 
Sensitivitat des Nachweis verfahren s insgesamt wesentlich 
zu steigem vermag. Ein weiterer uberraschender \ferteil der 
oUgomeren DNA-Protein-Konjugate ist ihre im Vergleich 
zu den Einzelreagenzien stark verminderte unspezifische 
Bindung an ReaktionsgefaBe sowie an die immobilisierten 
Proteinbestandteile, ofFenbar eine Konsequenz der geringen 
unspezifischen Adsorption seigenschaften des Streptavidins 
und anderer gunstiger Eigenschaften dieser Molekiilklasse. 
Weiterhin erwiesen sich die erfindungsgemaBen DNA-Pro- 
tein-Komplexe uberraschenderweise als gut lagerbar, so daB 
sie als Universalreagenzien fur die Immuno-PCR und an- 
dere immunologische Nachweisverfahren deren zuverlas- 
sige Standardisierung und einfach Durchfuhrung erlauben. 

Eine vorteilhafte Ausgestaltung der Erfindung ist in Pa- 
ientanspruch 6 gegeben, in dem die oligomeren DNA-Pro- 
tein-Komplexe zur Markierung von Bindemolekiil-derivati- 
siertem Antikorper verwendet werden, der im Zuge einer 
Immuno-PCR an Festphasen-immobilisiertes Nachweismo- 
lekul bindet. Hierdurch enlfallen langwierige Kopplungs- 
schritte wie sie z. B. in der Immuno-PCR-Technik nach 
Zhou et al. notwendig sind. Zusatzlich eigibt sich wegen der 
oligomeren Natur der DNA-Protein-Komplexe ein beachtli- 
cher VerstarkerefFekt. 

Eine weitere vorteilhafte Ausgestaltung der Erfindung ist 
in Paientanspruch 12 gegeben, in dem die oligomeren DNA- 
Protein-Komplexe zunachst beispielsweise mit einem Anti- 
korper modifizien werden. Das so erhaltene supramoleku- 
lare Aggregat bindet direkl an Festphasen-immobilisiertes 
Nachweismolekul, ohne daB aufwendige multiple Kopp- 
lungsschritte erforderlich sind. Vorteilhaft sind hierbei ne- 
ben der einfachen experimentellen Handhabung und des 
Verstarkereffektes vor allem die geringe Ibndenz des oligo- 
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meren DNA-Protcin-Konjugates, unspezifisch an die Ober- 
flachen der ReaklionsgefaBe zu binden. Der Nachweis des 
Immunkomplexes kann direkt mittels PCR-Tbchnik erfol- 
gen. Altemativ kann die durch die Bindung des oligomeren 
Komplexes vergroBertc Masse oder weitere am oligomeren 5 
Komplex gebundene Funktionseinheiten, z. B. Fluorophore, 
zum Nachweis herangezogen werden. 

Ausftihrungsbcispicle 

10 

Bei spiel 1 

Herstellung der DNA-Protein-Komplexe 

Doppelt biotinylierte DNA wird durch PGR unler Ver- 15 
wendung zweier 5'-Biotin-markierter Primer heigestellt 
(Abb. 1). Das doppelt markierte PCR-Produkt wird iiber lo- 
nenauslausch-Chroraatographie gereinigt und im AnschluB 
durch Ultrafiltration oder durch Fallung konzentriert. Die so 
erhaltene DNA wird als etwa 1 \jM Stammlosung bei -20°C 20 
aufbewahrt, Zur Synihese der oligomeren DNA-I*rolein- 
Konjugate werden jeweils 2 jxL dieser Stammlosung mit 
18 pL 10 mM Tris-Puffer, pH7.5, verdunnt und mit 2\xL 
Streptavidin-Losung im Konzentrationsbereich zwischen 
0.5 bis 50 pM, gelost in 10 mM Tris-Puffer, pH 7.5, ge- 25 
mischt und vorzugsweise iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die 
Inkubationszeit kann aber in weiten Zeitraumen von Minu- 
ten bis hin zu mehreren Wochen variiert werden, um die 
Ausbeuten einzelner Konjugatcluster-Fraktionen zii veran- 
dem. Proben der Inkubationslosungen werden auf einem 30 
2%-Agarose-Gel bei 100 V elektrophoretisch getrennt. 
Nach Anfarbung der DNA-Banden mit 0.05 jig/ml Ethidi- 
umbromid lassen sich unter UV-Licht die charakteristischen 
Banden der Konjugatc luster erkennen (Abb. 2). In Spur 1 
(100 Molaquivalente Streptavidin pro DNA) ist ein Finger- 35 
abdruck-ahnliches Bandenmuster zu erkennen, das die ver- 
schiedenen oligomeren DNA-STV-Konjugate reprasentierl. 
Wahrend bei tJberschuB an STV-Konjugate von vergleichs- 
weise geringem Molekulargewicht entstehen, werden durch 
Verringerung des STV-Uberschusses oUgomere Konjugate 40 
mit hohem Molekulargewicht gebildet (Abb. 2, Spuren 
3-5). In Gegenwart von ausgewogenen Molaquivalenten 
zwischen Streptavidin und DNA bilden sich nahezu aus- 
schlieBlich hochmolekulare Konjugatcluster jenseits des 
Molekulargewichtes von 12.2 Kilobasen (Abb. 2, Spur 4). 45 

Bei spiel 2 

Herstellung Modulatormolekul-modifizierter oligomerer 

DNA-Ptotein-Konjugate so 

Doppelt biotinylierte DNA von nahezu beliebiger Lange, 
vorzugsweise jedoch 100 bis IQQQ Basenpaare lang wird 
durch PCR unter Verwendung Biotin-markierter Vorstufen, 
wie Biotin-markierter Nucleotide oder Biotin-markierter 55 
Primer hergestelll. In der Praxis hat sich die Verwendung 5- 
Biolin-markierter Primer bewahrt. Altemativ konnen fur die 
Synthese der biotinylierten DNA auch enzymatisch oder 
chemisch-synthetisch hergestellte, Biotin-markierte, einzel- 
sU^gige Nuclei nsaurefiragmente eingesetzt werden. Das 60 
Biotin-derivatisierte Nucleinsaure-Produkt wird isoliert, 
beispielsweise iiber lonenaustausch-Chromatographie (Mo- 
noQ, Pharmacia) gereinigt und gegebenenfalls durch Ultra- 
filtration aufkonzentriert, so daB sie, wie oben erwahnt, 
iiberlicherweise als etwa 1 |iM Stammlosung bei -20°C auf- 65 
bewahrt werden kann. Die Herstellung praparativer Mengen 
von oligomeren DNA-Protein-Konjugaten erfolgt je nach 
gewiinschter MaBstabsveigroBerung unter Beibehaltung des 


756 Al 

4 

in Beispiei 1 daigestcllten SyntheseprotokoUs bei einem 
molaren DNA:STV-Verhaltnis von 1 : 2. Wahrend der Inku- 
bation, die vorzugsweise iiber Nacht bei 4**C erfolgt, bilden 
sich oligomere DNA-STV-Konjugate, die durch Gel filtra- 
tion iiber eine Superdex-200-Saule (AusschluBvolumen von 
600 kDa, Pharmacia) gereinigt werden. Sie eluieren im Tbt- 
volumen der SSule (Abb. 3a). Stanmilosungen, vorzugs- 
weise in der Konzentration von etwa 60 pM, werden mittels 
Ultrafiltration hergestcUt und konnen bei -20'*G stabil gela- 
gert werden. Altemativ konnen die erzeugten oligomeren 
DNA-STV-Konjugate vor oder nach der Aufreinigung auch 
mit biotinylierten Bindungsproteinen (Modulatoren) modifi- 
ziert und auf diese Weise zusatzlich funktionalisiert werden. 
Hierzu fiigt man dem beschriebenen Ansatzen etwa 10 Mo- 
laquivalente Biotin-markierten Modulator hinzu, beispiels- 
weise biotinylierten Antikorper, und inkubiert mindestens 
eine Stunde bei 4**G. Die Isolierung und Lagerung dieser oli- 
gomeren DNA-STV-Konjugate erfolgt in gleicher Weise 
wie oben beschrieben. 

Beispiei 3 

Herstellung Modulatormolekul-funktionalisierter oligome- 
rer DNA-Protein- Konjugate 

Oligomere DNA-STV-Konjugate werden beispielsweise 
auf Basis eines doppelt biotinylierten 450- bp-DNA-Frag- 
ments wie in den Beispielen 1 und 2 beschrieben hergestellt, 
jedoch wird anstelle der Aufreinigung eine Funktionalisie- 
rung mit Biotin derivatisierten Komponenten vorgenom- 
men. Dabei konnen so verschiedenartige Proteine eingesetzt 
werden wie z. B. Immunglobuline, Rezeptoren oder En- 
zyme, aber auch Nucleinsauren in Form von Desoxyribo- 
oligonucleotiden oder Ribooligonucleotiden oder syntheti- 
schen Nucleinsaure-Derivaten nahezu beliebiger GroBe, 
niedermolekulare Verbindungen wie organische Haptene, 
Mono-, Oligo- oder Polypeptide, Mono-, Oligo- oder Poly- 
saccharide oder anorganische oder organische Partikel wie 
Metallcluster und -koUoide, Vesikel oder Micellen. Im vor- 
liegenden Beispiei werden die oligomeren DNA-STV-Kon- 
jugate durch Umsetzung mit Biotin-markiertem, gegen Ka- 
ninchen-IgG gerichtetes Inrmiunglobulin (IgG) von der 
Ziege funktionalisiert. Hierzu werden iiblicherweise etwa 
10 Molaquivalente, bczogen auf die eingesetzte Menge an 
STV, in besonderen Fallen aber auch weniger als ein bis 
mehr als 1(X)0 Molaquivalente zum Rohprodukt des oligo- 
meren DNA-STV-Konjugates gegeben. Die Inkubationszeit 
reicht je nach Modulator-Komponente iiber Zeitraume von 
einer Minute bis hin zu mehreren Wochen, wird jedoch iibli- 
cherweise fiir eine Stunde bei 4°G durchgefuhrt. Im vorlie- 
gen Fall werden 30 pL einer 2-nM-L6sung von Biotin-mar- 
kiertem anti-Kaninchen-IgG (Pharmingen) zum zuvor wie 
oben beschrieben hergestellten oligomeren DNA-STV-Kon- 
jugate gegeben und fur eine Stunde bei 4°G inkubiert. Die 
entstandenen funktionalisierten oligomeren DNA-Protein- 
Konjugate werden durch Standardmethoden auf Basis von 
Filtration, Dialyse, Chromalographie oder Elektrophorese, 
die dem Fachmann vertraut sind, vorzugsweise jedoch im 
50-mM-Kaliumphosphat, pH 7.4, Puffer iiber die in Beispiei 
2 beschriebene Gelfiltrationschromatographie gereinigt 
(Abb. 3b), durch Ultrafiltration oder andere aquivalente 
Verfahren aufkonzentriert und als Scammldsungen bei 
-20**C aufbewahrt. 
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Bei spiel 4 

Verwendung von oligomeren Streplavidin-DNA-Komple- 
xen in der Immuno-PCR 

Als Antigen, das in diesem Fall mil Hilfe der Immuno- 
PCR nachgewiesen werden soil, dient IgG des Kaninchens. 
Dieses Antigen wird in ublicherweise in 1 : 10 Verdun- 
nungsschritten auf Mikrotiterplatten immobilisiert und 
durch Zugabe eines bioiinylierten anli-Kaninchen-IgG aus 
Ziege als Primarantikorper markieri. Von der StammlGsung 
der oligomeren DNA-STV-Konjugate, wie sie unler Bei- 
spiel 2 hergestellt wurde, werden in Reaktionspuffer D Ver- 
dunnungen von 1 : 500 hergestellt und den Ansatzen 50-pL- 
weise hinzugefiigt. AnschlieBend wird die Immuno-PCR 
wie iiblich durchgefiihrt. Zu Vergleichszwecken werden im 
parallelen Ansatz Streptavidin und biotinylierte DNA suk- 
zessive an den bioiinylierten Primarantikorper gekoppelt 
(Abb. 4A). Die PCR-Amplifikation der DNA und die quan- 
titative Bestimmung der Amplifikate erfolgen mittels J*CR- 
ELISA, wie beschrieben. Aus Abb. 4A ist klar erkennbar, 
daB der Signalverlauf bei Verwendung der oligomeren 
DNA-STV-Konjugate im Vergleich zur sequentiell durchge- 
fiihrten Immuno-PCR mit einer mehr als 10-fachen Sensiti- 
vitatssteigerung einhergeht Dies ist zum einen auf den Ver- 
starkereffekt durch die Bindung oligomerer DNA-Streptavi- 
din-Konjugatclustcr und zum anderen auf eine verminderte 
unspezifische Bindung der Cluster zuriickzuflihren. 

Beispiel S 

Verwendung von Immunglobulin-funktionallsierten oligo- 
meren DNA-Protein-Konjugaten als Sekundarreagenzien in 
der Immuno-PCR 

Die Immuno-PCR mit Maus-IgG als nachzuweisendes 
Antigen wird im wesentlichen wie im Beispiel 4 beschrie- 
ben durchgefiihrt. Nach Markierung des fixierten Antigens 
mit einem als Primarantikorper dienenden anti-Maus-IgG 
des Kaninchens werden oligomere DNA-STV-Konjugate an 
diesen Primarantikorper gekoppelt, die mit biotinyliertem 
anti-Kaninchen IgG-funktionalisiert worden waren. tJbli- 
cherweise wird dieses Sekundarreagenz, das wie unter Bei- 
spiel 3 beschrieben hergestellt wird, als 1 : 500-Verdunnung 
in Reaktionspuffer D eingesetzt. Zu Vergleichszwecken 
wird im parallelen Ansatz biotinyliertes anti-Kaninchen- 
IgG als Sekundarantikorper an den unmarkierten, Antigen- 
gebundenen Primarantikorper gekoppelt und mit Hilfe eines 
oligomeren DNA-STV-Konjugates markiert (Abb. 4B). 
PCR-Amplifikation des Markers und quantitative Bestim- 
mung des AmpUfikats mittels PCR-EUSA erfolgen wie be- 
schrieben. Aus Abb. 4B geht klar hervor, daB die Verwen- 
dung der Immunglobulinmodifizierlen oligomeren DNA- 
STV-Konjugate die Sensitivitat der unmodifizierten DNA- 
STV-Oligomere noch ubertrifift. Dies ist sowohl auf den Ver- 
starkungseffekt durch die Bindung der oligomeren DNA- 
Streptavidin-Konjugates als auch auf die nochmals deutlich 
verminderte unspezifische Bindung der oligomeren DNA- 
Protein-Konjugate zuriickzufuhren. 

Beispiel 6 

Verwendung oligomerer DNA-Slreptavidin-Komplexe als 
Verstarker-Reagenzien fiir inmiunologische Nachweise 

Oligomere Konjugate werden aus DNA und STV herge- 
stellt, wobei cine der Komponenten zuvor mit einem Son- 
denmolekiil modifiziert wurde. Als Sondenmolektile kom- 


men Enzyme, Fluorophore oder Radioisotope oder andere 
nachweisbare Gruppen in Frage, die am STV oder an die 
DNA gekoppelt werden, im vorliegenden Beispiel wird 
STV verwendet, das zuvor kovalent mit einem Eu-Chelat 
5 markiert wurde und deshalb mittels Zeit-aufgeloster Fluo- 
reszenzanalyse nachweisbar ist. Im vorliegenden Beispiel 
wird IgG des Kaninchens als Modelantigen mit Hilfe eines 
two-sided ELISA nachgewiesen. Das Antigen wird ubli- 
cherweise in 1 : lO-Verdiinnungsschritten auf Mikrotiter- 

10 platten immobilisiert, die zuvor mit anti-Kaninchen IgG als 
"Fanger-Antik6rper" funktionalisiert wuiden. Die Detektion 
des nachzuweisenden Antigens erfolgt mit Hilfe eines bioii- 
nylierten anti-Kaninchen-IgG aus Ziege als Primarantikor- 
per. AnschlieBend wird, nach der unter Beispiel 2 beschrie- 

15 benen Methode ein oligomeres DNA-Streptavidin-Konjugat 
ausgehend von doppelt biotinylierter DNA und Eu-Chelat- 
markiertem Streptavidin (WaUac ADL) hergestellt und als 
Verdunnungen von 1 : IQOO in Reaktionspuffer D zu den 
Ansatzen 50-pL-weise hinzugeftigt, um den biotinylierten 

20 Primarantikorper zu markieren (Abb. 5 A, rcchts). Zu Ver- 
gleichszwecken werden im parallelen Ansatz Eu-markiertes 
Streptavidin direkt an den biotinylierten Primarantikorper 
gekoppelt (Abb. 5 A, links). Nach erfolgter Inkubation wer- 
den uberschiissige Reagenzien durch Waschen entfemt: und 

25 die Fluoreszenz an einem \^ctor-Multilabel Counter (Wal- 
lac ADL) quantifiziert. Der in Abb. 5B gezeigte Signalver- 
lauf laBt klar erkennen, daB bei Verwendung des oligomeren 
DNA-STV-Konjugates deutlich slarkere Signale und eine 
verbesserte Nachweisgrenze resultieren. Dies ist auf den 

30 Verstarkungseffekt durch die Bindung oligomerer Konju- 
gate und die daraus resultierende starkere Markierung des 
Antigens mit Fluorophoren sowie die verminderte unspezi- 
fische Bindung der Protein-DNA-Clusier zuriickzufuhren. 


35 Beispiel 7 

Verwendung von Immunglobulin-funktionalisierten oligo- 
meren DNA-STV-Konjugaten als Massenverstarker bei der 
Detektion von Nucleinsauren mittels Quarz-Mikrowaagen 

40 

Oligomere DNA-Protein-Konjugate werden als Verslar- 
ker-Reagenzien in analytischen Verfahren eingesetzt, die auf 
Massendetektion beruhen. Zur Demonstration werden 
Au(lll)-beschichtete Schwingquarze mit einer Resonanz- 

45 frequenz von 10 MHz nach bekannten Chemisorptions ver- 
fahren mit 5 -Thiol-modifizierten Fanger-Oligonucleotiden 
beschichtet. Als DNA-F*rotein-Konjugat wird ein nach be- 
kannten Methoden hergestelltes kovalentes Konjugat aus 
DNA und Streptavidin verwendet, an das ein biotinyliertes 

50 Immunoglobulin-Molekul, anti-Maus-IgG aus Ziege, als 
Massenverstarker gekoppelt ist (Abb. 6 A). Zu Vergleichs- 
zwecken werden im parallelen Ansatz sukzessiv zunachst 
ein Biotin-markiertes, komplemen tares Oligonucleotid und 
erst dann ein kovalentes Konjugat aus Streptavidin und Al- 

55 kabscher Phosphatase gekoppelt (Abb. 6B). Als Kontrolle 
werden Quarze verwendet, die mit einem nicht-komplemen- 
taren Fanger-Oligonucleotid beschichtet wurden. Die nach 
den einzelnen Bindungsschritten zu beobachtende Verringe- 
rung der Resonanzfrequenz der Quarz-Mikrowaagen (Abb. 

60 6C) reprasentiert die Massen der an der Quarzoberflache ge- 
bundenen Molekiile. Wie aus dem Histogramm der Fre- 
quenzSnderungen von Sensor- und Kontrollquarzen deutlich 
erkennbar, beruht die Bindung der Molekiile auf spezifi- 
scher DNA-Hybridisierung. Wahrend die sukzessive Bin- 

65 dung von Oligonucleotid und Protein (Testsystem 2) im Mit- 
tel zu einer Anderung von ca. -70 Hz fiihrt, bewirkt die Bin- 
dung des IgG-DNA-Konjugates ein etwa drcifach starkercs 
Signal (l^tsystem 1: DNA-IgG-Konjugat). Dies lafil sich 


DE 199 41 756 A 1 


8 


einerseits auf die Reduzicrung der Bindungsschrittc bei Ver- 
wendung des DNA-Protein-Konjugates, andererseits sich 
auf dessen hShere Masse zurUckfUhren. Die Funktionalitat 
des IgG-modifizierten DNA-Konjugates wird durch die Bin- 
dung von Maus-IgG-Antigcn demonstriert (Abb. 6C: Test- 5 
syslem 1: Bindung des Antigens). Die im Vergleich zum 
KontroUquarz vierfach staricere Frequenzabnahme ist auf 
die spezifische Bindung des Antigens durch das immobili- 
sierte IgG-haltige DNA-STV-Konjugal zuruckzufuhren. 

10 
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galen 

Abb. 2 Charakterisierung der oligomeren DNA-Protein- is 
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Prolein-Konjugaten 
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Abb. 5 Verwendung oligomerer DNA-Protein-Konjugate 
als Verstarker-Reagenz in immunologischen Detektionsver- 
fahren 

Abb. 6 Verwendung von Irmnunglobulin-funkiionalisier- 
ten-Konjugaten als Verstarkerreagenzien in der massensen- 25 
sitiven Detektion von Nucleins^uren mittels Quarz-Mikro- 
waagen 


Beschreibung der Abbildungen 
Abb. 1 : Praparation von oligomeren DNA-Protein-Konju- 


Schematische Darstellung der Praparation von oligome- 
ren DNA-Protein-Konjugaten. Doppelt biotinylierie DNA 
0) wild durch PGR untcr Verwendung zweier 5'-Biotin- 
markierter Primer hergestelll und zur Synthese der oligome- 
ren DNA-Protein-Konjugate mit Streptavidin (2) gemischt. 
Durch Selbstorganisation bilden sich oligomere DNA-Pro- 
tein-Konjugate in denen das Streptavidin noch iiber freie 
Bindungsstellen (3) fur Biotin verfligt. Die oligomeren Kon- 
jugate konnen in-situ direkt nach der Praparation, oder aiter- 
nativ nach erfolgter Isolierung und Aufreinigung, weiter 
funktionalisiert werden, indem biotinylierie Komponenten, 
beispielsweise biotinylierie Antikorper (4), an das Streptavi- 
din Oder aber Nucleinsaure-spezifische Modulatoren, z. B. 
Diaminoplatin-Komplexe (5), gebunden werden. 

Abb. 2: Charakterisierung der oligomeren DNA-Protein- 
Konjugate 

a.) 2%ige Agarose-Gelelektrophorese zur Analyse ver- 
schiedener oligomerer DNA-STV-Konjugate, hergestellt 
aus doppelstrangiger DNA der Lange von 86 bp (2A.), 
124 bp (2B.), 169 bp (2C.) und 256 bp (2D.) und STV. Spur 
M: Molekulargewichtsmarker, 1 kB DNA-Ladder (Gibco); 
In den Spuren 1 bis 6 ist das relative Mischungsverhaltnis 
von DNA zu STV von 1 : 100 bis 5 : 1 variiert. In den Spu- 
ren 7-9 sind zum Vergleich Proben aufgetragen, die aus mo- 
nobiotinylierler DNA und STV hei^eslellt wurden. Das 
Kopplungsverhaltois DNA : STV in diesen Proben betragt 
1:5, l:lund5:l. 

Im Falle der oligomeren DNA-STV-Konjugate ist zu be- 
obachten, daB hochmolekulare Konjugate bevorzugt bei 
aquimolaren Mischungsverhalmissen (Spuren 3 und 4) auf- 
treten. Die verbleibende Biotin-Bindungsfahigkeit wird de- 
monstriert, indem biotinylierter Antikorper zu den oligome- 
ren DNA-STV-Konjugaten gegeben wird. Dies bewirkt eine 


vollstandige Retardierung des Bandenmusters, so daB our 
eine einzige immobile Bande im hochmolekularen Bereich 
des Gels verbleibt. 

Abb. 3: Praparative Herstellung von oligomeren DNA-Pro- 
tein-Konjugaten 

A. ) Chromatogramm der Gelfitrations-TVennung eines 
Molckulargewichts-Standards. Die rclativen Motekulaige- 
wichte der l^stsubslanzen sind uber den Pfeilen angegeben. 

B. ) Chromatogramm der Gelfitrations-TYennung eines 
bis-biotinylierten DNA-Marker-Fragments der LSnge von 
169 Basenpaarcn. 

C. ) Chromatogramm der Gelfilu^lions-Trennung eines 
Immunglobulinmodifizierten oligomeren DNA-STV-Kon- 
jugates, hergestellt aus aquimolaren Mengen einer doppelt- 
biotinylierten 169-bp-DNA und STV. Nach erfolgter Aggre- 
gation wurde das oligomere Konjugat mil biotinyliertem 
Antikorper gekoppelt und das so entstandene Konjugat gel- 
filtrationschromatographisch gereinigt. Das oligomere Kon- 
jugat (a) eluiert im Totvolumen der Saule. Die Peaks b-d re- 
prasentieren nicht umgesetzte DNA (b), uberschussigen An- 
tikorper (c) und Rinderserumalbumin aus dem Lageipuffer 
(d). 

Abb. 4: Verwendung der oligomeren DNA-Ptotein-Konju- 

gate in der Immuno-PCR 


Vergleich der Signalverlaufe von Irmnuno-PCR-Nach- 

30 weisreaktionen unter Verwendung von oUfomeren DNA- 
Protein-Konjugaten als Markierungsreagenzien (a) mit kon- 
ventionell durch sukzessive Inkubationsschritte durchge- 
fuhrter Inununo-PCR (b) und analogem ELISA-Nachweis 
(c). Die Signalverlaufe geben relative Signalintensitaten be- 

35 zogen auf Negativkontrollen der Immuno-PCR wieder, in 
denen kein Antigen im Reaktionsansatz vorhanden war. A.) 
Nachweis von Immunglobulin aus Kaninchen als Modellan- 
tigen. Imimobilisierte Antigen- Verdiinnungen wurden zu- 
nachst mit biotinyliertem anti-Kaninchen-IgG gekoppelt 

40 und anschlieBend entweder sequentiell mit STV und bioti- 
nylierter DNA (konventionelle Immuno-PCR, b) oder mit 
einem zuvor hergestellten oligomeren DNA-STV Konjugat 
markiert (a). Der Signalverlauf bei Verwendung der oligo- 
meren Konjugate zeigt, das diese Reagenzien im Vergleich 

45 zur sequentiellen Immuno-PCR eine mehr als 10-fach ge- 
steigerte Sensiti vital bewirken. Dies ist auf den Verstarker- 
effekt durch die Bindung oligomerer DNA-Streptavidin- 
Konjugate und auf eine verminderte unspezifische Bindung 
der Oligomere zuruckzufuhren. B.) Verwendung eines Anli- 

50 korper-funktionalisierten DNA-Protein-Konjugates als Se- 
kundarreagenz in der Immuno-PCR, gezeigt anhand des 
Nachweises von Immunglobulin aus Maus als Modellanti- 
gen. Inunobilisierte Antigen- Verdiinnungen wurden zu- 
nachst mit einem Primarantikorper, dann mit biotinyliertem 

55 anti-Kaninchen-IgG gekoppelt und anschlieBend mil einem 
zuvor hergestellten oligomeren DNA-STV-Konjugal (b) 
markiert. In einer parallelen MeBreihe wurde ein gereinigtes 
Antikorper- funktionalisiertes oligomeres Konjugat (Abb. 3) 
zum Nachweis des an immobilisiertes Antigen gekoppelten 

60 Primaranlikorpers verwendet (a). Die Signalverlaufe zeigen, 
daB mit Hilfe der funktionalisierten oligomeren Konjugate 
im Vergleich zu den unmodifizierten DNA-STV-Oligome- 
ren mehr als 10-fach gesteigerte Sensiti vital und deutlich 
hohere Signalintensitaten erreicht werden. Dies ist auf den 

65 Verstarkereffekt durch die Bindung oligomerer DNA-Strep- 
tavidin-Konjugate und auf die verminderte unspezifische 
Bindung der Konjugate zuriickzufiihien. 
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Abb, 5: Verwendung oligomerer DNA-Protein-Konjugate 
als VersUiiker-Reagenz in imniunologischen Detektionsver- 
fahren 

A.) Schemalische Darstellung des two-sided-ELJSA- 5 
Nachweises von IgG aus Kaninchen als Modellantigen. Das 
Antigen wird auf Mikrotiterplatten inrunobilisierl, die zuvor 
mit anti-Kaninchen IgG als *'Fanger-Antik6rper" beschich- 
tet wurden. Die Detcktion des gebundenen Antigens erfolgt 
mit Hilfe eines biotinylierten anti-Kaninchen-IgG aus Ziege 10 
als Primarantikorper. Als Nachweisreagenz wird ein oligo- 
meres DNA-STV-Konjugat ausgehend von doppelt biotiny- 
lierter DNA und Eu-Chelat-markiertcm Streptavidin (Abb. 
5 A rechler Tfeil) sowie zum Vergleich konunendell erhaltli- 
ches Eu-markienes Streptavidin direkt an den biotinylierten 15 
Primarantikerper gekoppelt (Abb. 5A linker Teil). Die 
Quantifizierung erfolgt durch zeitaufgeloste Fluoreszenz- 
Messung. B,) Die Signalverlaufe geben relative Fluores- 
zenz-Signalintensitaten bezogen auf NegativkontroUen der 
Immuno-PCR wider, in denen kein Antigen im Reaktions- 20 
ansatz vorhanden war. Der Signalverlauf zeigt, daS bei Ver- 
wendung des oligomeren DNA-Protein-Konjugates deutlich 
starkere Sign ale und eine verbesserte Nachweisgrenze resul- 
tieren. Dies ist auf den VerstarkungsefFekt durch die Bin- 
dung oligomerer Konjugate und den daraus resultierenden 25 
hoheren Markierungsgrad des Antigens mit Ruorophoren 
sowie die verminderte unspezifische Bindung der Ftotein- 
DNA-Konjugate zurQckzuftihren. 

Abb. 6: Verwendung von Immunglobulin-funktionalisierten 30 
Konjugaten als Verstarkerreagenzien in der massensensiti- 
ven Dctektion von Nucleinsauren mittels Quarz-Mikrowaa- 
gen 

A.) Schematische Darstellung des Testsystems: Als 35 
DNA-Protein-Konjugat wird ein kovalentes Konjugat aus 
DNA und Streptavidin verwendet, an das ein biotinyliertes 
Immunoglobulin-Molekul, anti-Maus-IgG aus Ziege, als 
Massenverstarker gekoppelt ist, Nach Bindung an auf 
Schwingquarzen immobilisierten Oligonucleotiden kann im 40 
weiteren eine Bindung von Antigen erfolgen. B.) Schemati- 
sche Darstellung des zu Vergleichszwecken verwendeten 
Testsystems 2: An die (Juarz-gebundenen Fanger-Oligonu- 
cleotide wird sukzessiv zunachst ein Biotin-markiertes, 
komplementares Oligonucleotid und erst dann ein kovalen- 45 
tes Konjugat aus Streptavidin und Alkalischer Phosphatase 
gekoppelt. C.) Histogramme der gemessenen Frequenzan- 
demngen von Sensor- und KontroUquarzen, letztere sind mit 
einem nicht-komplementaren Oligonucleotid beschichtet. 
Die zu beobachtende Verringerung der Resonanzfrequenz 50 
reprasentiert die Massenzunahme durch die an der Quarz- 
Mikrowaage gebundenen Molekiile. Die niedrige Frequenz- 
anderung der KonUx)llquarze zeigt, daB die Bindung der 
Molekule auf spezifischer DNA-Hybridisiemng beruht. 
Wahrend die sukzessive Bindung von Oligonucleotid und 55 
Protein zu einer Anderung von ca. -70 Hz fuhrt (Testsystem 
2), bewirkt die Bindung des IgG-DNA-Konjugates ein etwa 
dreifach starkeres Signal (Testsystem 1: DNA-IgGKonju- 
gat). Dies laBt sich einerseits auf die Reduzierung der Bin- 
dungsschritte bei Verwendung des DNA-P^lein-Konjuga- 60 
tes, andererseits sich auf dessen hohere Masse zuriickfuh- 
ren. Die Funktionalitat des IgG- modi fizierten DNA-Konju- 
gates wird durch die Bindung von Maus IgG-demonstriert 
(Tbstsystem 1: Bindung des Antigens). Die im Veigleich 
zum KontroUquarz vierfach starkere Frequenzabnahme ist 65 
auf die spezifische Bindung des Antigens durch das immo- 
bilisierte IgG-haitige Konjugat zuriickzufuhren. 
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Patenlanspruche 

1. Verfahren zur Verwendung von oligomeren Nu- 
cleinsaure-Protein-Komplexen als Reagenzien fiir im- 
munologische Nachweisverfahren, insbesondere der 
Immuno-PCR. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, da6 oligomere Protein-Nuclei nsSure Konjugate be- 
stehend aus 

a. ) Nucleinsauren, die mit mindestens zwei Bin- 
demolekiilen verknUpft sind, und 

b. ) Proteinen, die mindestens zwei Bindungsstel- 
len fiir das Bindemolekiil besitzen, 

als Reagenzien in immunologischen Nachweisverfah- 
ren verwendet werden. 

3. Oligomere Nucleinsaure-Protein-Konjugate nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB nicht alle 
Bindungsslellen der PVoteine b) durch die mit den Nu- 
cleinsauren a) verkniipften Bindemolekiile abgesMttigt 
sein mussen. 

4. Oligomere Nucleinsaure-Protein-Konjugate nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 
der Nucleinsaure (a) um einzel- oder doppelstrangige 
Desoxyribonucleinsauren, Ribonucleinsauren oder 
modifizierte artifizielle Nucleinsauren wie Peptidnu- 
cleinsauren, Alanylpeptidnucleinsauren, Phosphothio- 
atnucleinsauren oder andere Nucleinsaure-Analoga 
handelt. 

5. Oligomere Nucleinsaure-Protein-Konjugate nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 
dem Protein (b) um Avidin, Streptavidin, Rezeptoren 
Oder Antikorper oder andere Bindeproteine handelt. 

6. Oligomere Nucleinsaureprotein-Konjugate nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Binde- 
molekiile Biotin, Digoxigenin, Fluorescein, Dinitro- 
phenol oder andere niedermolekulare organische Hap- 
tene wie z. B. Peptide mit spezifischer Erkennungsse- 
quenz eingesetzt werden. 

7. Nucleinsaure-Protein-Konjugate nach Anspruch 
1-5, dadurch gekennzeichnet, daB sie zur Signalerzeu- 
gung bzw. Signalverstarkung in inununologischen 
Nachweisverfahren, insbesondere in der Immune- 
P*CR, verwendet werden. 

8. Oligomere Nucleinsaure-Protein-Konjugate nach 
Anspruch 1-5, dadurch gekennzeichnet, daB weitere, 
Bindemoiekiil-derivatisierte Modulatormolekule iiber 
die Nucleinsaure (a) oder das Protein (b) an den oligo- 
meren Komplex gebunden sind. 

9. Oligomere Nucleinsaure-P*rotein-Konjugate nach 
Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 
den Bindemolekiil-derivatisierten Modulatormoleku- 
len um Antikorper, Rezeptoren, Enzyme oder andere 
Bindeproteine handelt. 

10. Oligomere Nucleinsaure-Protein-Konjugate nach 
Anspruch 7-8, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 
den Bindemolekiil-derivatisierten Modulalormolekii- 
len um einzel- oder doppelstrangige Nucleinsauren wie 
DNA, RNA oder modifizierte artifizielle Nucleinsau- 
ren handelt. 

11. Oligomere Nucleinsaure-Protein-Konjugate nach 
Anspruch 7-9, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 
den Bindemolekiil-derivatisierten Modulatormolekii- 
len um niedermolekulare organische Verbindungen wie 
Pharmakophore, Chromophore, Fluorophore, Mono-, 
Oligo- oder Polypeptide, Mono-, Oligo- oder Polysac- 
charide oder biologisch-aktive Wirksubstanzen han- 
delt. 

12. Oligomere Nucleinsaure-Ptotein-Konjugate nach 
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Anspruch 7-10, dadurch gekennzcichnet, daB es sich 
bei den Bindemolekul-derivalisierten Modulalormole- 
kulen um Verbindungen wie Metall- und Halbmetall- 
kolloide und Cluster, Borane, Carborane, Kohlenstoff- 
AUolrope wie Polyacetylene, Fullerene und Nanoroh- 5 
ren oder organische Vesikel oder Mizellen handell. 

13. Verwendung von oligomeren Nucleinsaure-Pro- 
tein-Konjugaten nach Anspruch 1-11 zur Signalver- 
starkung in immunologischen Nachweisverfahnen, ins- 
besondere in einer Immuno-PCR. 10 

14. Kompeiitives immunologisches Nachweisverfah- 
ren, wobei das Nachweismolekul, das mil einem Bin- 
demolekiil verkniipft ist, zunachst mil einem oligome- 
ren Nuclei nsaure-Protein-Komplex gemaB Anspruch 
1-11 inkubiert wird und anschlieBend eine Immuno- 15 
PCR durchgefiihrt wird. 

15. Verwendung von oligomeren Nucleinsaure-Pro- 
lein-Konjugalen nach Anspruch 1-11 zum Nachweis 
von niedermolekularen Verbindungen wie beispiels- 
weise Hormone, pharmakologische oder pflanzenwirk- 20 
same WirkstofTe und deren Abbauprodukte oder Dio- 
gen und deren Abbauprodukte oder Wirksubstanzen 
anderer Art. 

16. Verwendung von oligomeren NucleinsSure-Pro- 
tein-Konjugaten nach Anspruch 1-11 zum Nachweis 25 
von Nucleinsauren. 

17. Verwendung von oUgomeren Nucleinsaure-Pro- 
lein-Konjugaten nach Anspruch 1-11 als Verstarker- 
reagenz in Nachweisverfahren, die auf optischen Me- 
thoden beruhen wie bei spiels weise Oberflachenplas- 30 
mon-Resonanz, Reflexions-Interferenz-Spektroskopie 
oder Detektion mittels Reflexionsgitterkoppler, Reso- 
nanzspiegel-Sensor und analogen Tbchniken. 

18. Verwendung von oligomeren Nucleinsaure-Pro- 
tein-Konjugaten nach Anspruch 1-11 als Verstarker- 35 
reagenz in Nachweisverfahren, die auf massensensid- 
ven Methoden beruhen wie beispielsweise die Detek- 
tion durch Quarz-Mikrowaagen oder Impedanzspek- 
troskopie. 

19. Verwendung von oligomeren Nucleinsaure-Pro- 40 
tein-Konjugaten nach Anspruch 1-11 als Markierungs- 
Reagenzien fur die Immun-Elektronenmikroskopie 
Oder anderen bildgebenden Verfahren, wie beispiels- 
weise als Kontrastmittel oder Radiodiagnostika fUr me- 
dizinische Anwendungen. 45 

20. Verwendung von oligomeren Nucleinsaure-Pto- 
tein-Konjugaten nach Anspruch 1-11 als therapeuti- 
sche Reagenzien fur medizinische Anwendungen, bei- 
spielsweise als Radiotherapeutika, Cytostatika oder 
Shnliche biologisch wirksame Verbindungen. so 
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1^ 


1 1 1 1 1 1 1 H 1 1 1 1 1 1 1 

/"aO^Hybridisierang etnes Antikorper-markierten Oligonucleotids (MW: 210 kDa) 

^mitini.imi 


Gold-beschichteter 10 MHz Schwingquam mit S'-Thiol-modifizierten "Fringer-Oligonublcoiiden" 


1) 



Testsystem 2 


Biotin Kopplung von Streptavidin-Alkalische Phosphatase Konjugat 

HMIMIJIIHil) ; (MW:190kDa) 

. /aTHybridisiening eines Biotin-markierten QUgonucleocids (MW: 7 kDa) 


^0 



Testsystem^ 


DNA-IgG 
Konjugal 


Bindung dee 
, Antigens 


002 070/541 


This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

ZGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
ED TEXT OR DRAWING 
\M BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 
QrEFERENCE(S) or EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 


□ OTHER: 


IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 


